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Background and Objectives：Retinoic acid (RA) can prevent keratin formation and induce mucous differentiation in epithelia. 
In the present study, we attempted to induce keratinizing squamous epithelium from human cholesteatoma epithelial (HCE) 
cells using an air-liquid interface (ALI) technique. We also examined the effect of RA on the phenotype of keratinizing HCE 
cells. Materials and Method：HCE cells were cultured in RA-free defined media at an ALI or in a submerged state. We 
examined the morphological differences between ALI and the submerged cultures, and histologically investigated changes of the 
phenotype after RA treatment. We also determined the effect of RA on the mRNA expressions of the cornifin-α and mucin 
genes as indicators of squamous and mucous differentiation, respectively. Results：Using an ALI technique, we were able to 
diffe-rentiate HCE cells into a keratinizing squamous epithelium. When we treated the keratinizing HCE cells with RA, the 
morphological phenotype progressively changed to mucociliary epithelium. In addition, the expression of cornifin-α mRNA 
was suppressed, and the expressions of mucin gene 5AC (MUC5AC) and MUC5B mRNA were increased progressively with 
RA treatment. Conclusion：We successfully developed a culture system for keratinizing differentiation of HCE cells using the 
ALI technique in a defined medium. Our study also clearly showed that RA treatment led to mucociliary differentiation of HCE 





서     론 
 
비타민 A와 그 호르몬 유도체인 레티노익산은 세포분화에 
있어서 필수적인 물질로 작용한다. 특히, 레티노익산은 상피
세포의 표현형에 결정적인 영향을 미친다. Chick embryo 
skin을 배양할 때, 레티노익산을 배양액에 넣으면 편평 상
피(squamous epithelium)의 형성이 억제되고, 점막으로
의 이형성(mucous metaplasia)이 발생한다.1) 또한 레티
노익산은 분화된 각질 표피 세포(epidermal keratinocyte)
에서 각질화가 나타나는 것을 억제한다.2) 이러한 각질 형
성 억제 작용으로 인해 레티노익산은 건선이나 여드름과 
같은 과각질화와 관련된 질환의 치료에 이용되고 있다.3)4) 
중이 진주동의 조직학적 특징은 상피세포의 과증식과 과
각질화이다. 그러므로 몇몇 연구자들은 진주종의 치료에 
있어 레티노익산을 이용하였으며, 레티노익산이 진주종의 
치료에 효과적이라고 보고하였다.5)6) 그러나, 진주종의 치
료에 레티노익산의 유용성을 뒷받침할만한 분자생물학적 
배경은 아직까지 없다. 이전의 연구에서 저자들은 air-liquid 
interface(ALI)를 이용하여 사람 중이 상피세포를 배양하
였고,7) 이때 레티노익산을 배양액에서 결핍시켰으며, 사람 
중이 상피 세포에서 각질 편평 상피로의 분화를 보고하였
다.8) 본 연구에서는 역으로 분화된 사람 진주종 상피 세포
에서 레티노익산의 효과에 대해 알아보고자 하였다. 레티
노익산이 각질화된 진주종 상피를 점액 섬모 상피로 변화
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시킬 수 있다면, 이는 중이 진주종의 병인을 밝히고, 치료 
방법을 개발하는데 있어서 주요한 기초 자료가 될 것이다. 
저자들은 본 연구에서 첫째, 진주종 상피세포를 ALI 배
양 기법으로 각질을 형성하는 상피 세포로 분화되는지 확
인하고자 하였고, 둘째, 각질 편평 상피 세포로의 분화가 
가능하다면, 레티노익산이 분화된 진주종 상피 세포의 표
현형에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 
 
재료 및 방법 
 
Air-liquid interface(ALI) 배양을 이용한 각질 편평 상피 
세포로의 분화 유도 
만성 중이염으로 유양돌기 삭개술을 시행받은 5명의 환
자에서 수술중 진주종 조직을 얻었다. 이번 연구는 환자들
에 대한 술 전 동의 절차를 거쳤고, 병리 조직의 사용은 연
세대학교 윤리위원회에서 승인받았다. 
진주종 조직에 1% pronase(type XIV protease, Sigma, 
St. Louis, MO)를 4℃에서 18시간동안 처리하여, 상피세
포만을 분리하였다. 분리된 세포는 레티노익산이 없는 bron-
chial epithelial growth media와 Dulbecco’s modified 
Eagle’s media의 혼합액(Clonetics, Walkerswille, MD)
에 Hydrocortisone(0.5 μg/ml), insulin(5 μg/ml), trans-
ferrin(10 μg/ml), epinephrine(0.5 μg/ml), Triiodothy-
ronine(6.5 ng/ml), gentamycin(50 μg/ml), amphoteri-
cin(50 ng/ml)(Clonetics)이 추가된 것을 사용하였으며, 
여기에 epidermal growth factor(EGF)(25 ng/ml；Col-
laborative Reseach, Bedfore, MA), bovine serum al-
bumin(1.5 μg/ml；Sigma)을 추가하였다. 배양액은 이틀에 
한번씩 교환하였다. 배양된 세포는 0.25% trypsin/ EDTA 
(Clonetics)로 다시 분리한 후, 2000 cells/cm2의 세포로 
계대 배양하였다. 계대 배양된 진주종 상피 세포(passage2)
를 반투과성 막위에 1×105 cell/culture 씩 뿌려 배양하
였으며, 세포는 합류(confluence)될 때까지는 배양액에 잠
긴 상태로 배양하다가, 합류를 이루면 첨부 배양액을 제거하
여 air-liquid interface 상태를 만들었다. 배양은 5% CO2 
상태와 37℃를 유지한 상태에서 이루어졌다. 
 
레티노익산의 처리 
합류 후 7일간 ALI에서 배양된 분화된 진주종 상피 세
포에 10-7 M의 all-trans retinoic acid(Sigma)을 처리하
였고, 처리 후 1, 4, 10, 21일 동안 더 배양하였으며, 대조군 
배양은 dimethylsulfoxide(DMSO)만 처리하였다. 배양액
은 매일 교환하였으며, 각 실험은 3번 이상 시행하였다. 
 
형태학적 관찰 
반투막의 진주종 상피 세포는 10% 완충 중성 포르말린
으로 고정하였고 파라핀에 포배하여 절편을 만든 후, Hema-
toxilin & eosin으로 염색하여 광학현미경으로 관찰하였다. 
주사현미경(scanning electron microscopy) 관찰을 위하
여, 배양된 세포는 냉각된 2.5% glutaradehyde에 4~6시
간동안 고정시킨 후 0.1M 인산 완충용액으로 세척하였다. 
1% osmium tetroxide에 2시간 동안 다시 고정한 후 SEM 
(H-800, Hitachi, Japan)을 통해 관찰하였다. 
 
Total RNA의 분리와 cornifin-α mRNA의 northern blot 
analysis 
Total RNA는 Tri-Reagent(Molecular Research Center, 
Cincinnati, OH)를 이용하여 각각의 배양 조건 및 시기에 
따라 분리되었다. 1.4% agarose-formaldehyde gel elect-
rophoresis를 이용하여 10 μg의 RNA를 분리하여, nylon 
membrane(Schleicher & Schuell, Keene, NH)에 모세
관현상을 이용하여 전이하였다. Membrane을 건조시킨 후, 
uv-crosslink를 시행한 후 42℃하에서 1시간 동안 prehy-
bridization을 하였다. Prime-a-gene labeling kit(Pro-
mega, Madison, WIS)와 [-32P] deoxycitidine triphosp-
hate(Dupont NEN, Wilmington, DE)을 이용하여 cornifin-
α cDNA fragment(generous gift from Dr. Jetten AM)
와 대조 유전자인 β-2 microglobulin(β-2M) 50 ng에 
radiolabeling을 시행하였다. Membrane에 radiolabeling 
probes(specific activity of ~109 cpm/μg DNA)를 하루
동안 hybridization시키고, 42℃에서 15분간 saline sodium 
citrate(SSC)/0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS)로 3회, 
55℃에서 10분간 0.1×SSC/0.1% SDS로 1회 세척하였
다. 이것을 -70℃에서 하루동안 hyperfilm-MP autoradio-
graphy film (Amersham)에 흡착시켰다. 
 
Reverse Transcription(RT)-polymerase chain reaction 
(PCR) for mucin mRNAs 
MUC5AC와 MUC5B mRNAs를 검출하고 정량하기 위
한 방법들은 이전 보고에 상세하게 기술된 바 있다.13) 얻
어진 total RNA를 cDNA로 역전사(reverse-transcription)












TGCTA). Polymerase chain reaction(PCR)시 magnesium 
chloride의 농도는 1.5 mmol/L였으며, 95℃에서 1분간 dena-
turation시키고, 60℃에서 annealing과정을 거친 후, 72℃
에서 1분간 extension을 시행하였다. PCR에 의한 산물을 
ethidium bromide이 포함된 2% agarose gels(FMC By-
products, Rockland, ME)을 이용하여 분리하였고, CSC Che-
miluminescence’s Detection Module (Retest, Strau-
benhardt Germany)를 이용하여 bands를 분석하였다. 
 
결     과 
 
진주종 상피 세포 배양에서 각질 편평 상피로의 유도 
배양된 세포는 증식하여, 5일이 지나면 합류(confluence)
를 이루었으며, 이후 여러 층의 상피세포로 분화하였다. 합
류 7일 후 진주종 상피 세포는 각질 중층 편평 상피 세포
로 분화되었으며(Fig. 1A), 이는 stratum basale, stratum 
spinosium, stratum granulosum, stratum cornium으로 
구성되어 있어 생체내의 진주종 조직과 유사하였다. 특히 
분화된 상피 세포는 유핵(有核)의 stratum cornium를 형성
하는 parakeratosis현상을 보였고, 이는 생체내 진주종 조직
과 유사한 특징이다. 그러나 배양액에 잠긴 상태(submerged)
로 배양된 진주종 상피 세포는 각질층을 형성하지 않았다
(Fig. 1B). 이는 공기중으로의 노출이 진주종 상피 세포의 
각질화에 필수적이라는 사실을 말해주고 있다. 
레티노익산 처리 후 각질화된 진주종 상피 세포의 형태
학적인 변화 
레티노익산 처리 후 세포의 표현형 변화를 관찰하기 위
해 10-7M 레티노익산을 첨가한 배양액에서 배양하였다. 레
티노익산 처리 1일 후, 세포 표면의 각질층이 떨어지기 시
작하였고(Fig. 2A), 4일째 되는 날은 거의 대부분의 각질
층이 벗겨졌다(Fig. 2B). 처리 10일 후 1~2개의 기저층
을 제외한 편평 세포층이 사라졌고(Fig. 2C), 21일 후에는 
원주 섬모 상피로 분화하였다(Fig. 2D). 처리 21일 후 주
사전자현미경(SEM)을 통하여 관찰된 상피 세포는 많은 
섬모로 덮여 있음을 확인할 수 있었다(Fig. 3).  
 
각질화된 진주종 상피 세포에서 cornifin-α mRNA 발
현에 미치는 레티노익산 처리의 효과 
편평 세포 분화의 표식자인 cornifin-α 유전자의 발현
에 레티노익산이 어떠한 영향을 미치는지 관찰해 보았다. 
Fig. 1. The morphology of the epithelium formed by human
cholesteatoma epithelial (HCE) cells. HCE cells were cultured in
retinoid acid-free media for 7 days after confluence. Cross-
sections of intact cultures were stained with H & E. A：In the air-
liquid interface culture, the HCE cells formed a keratinizing stra-
tified squamous epithelium that resembled an in vivo choles-
teatoma. B：The HCE cells cultured in the submerged state, no
keratin layer formed. 
Fig. 2. Phenotype transition of human cholesteatoma epithelial
(HCE) cells treated with retinoic acid (RA). Cross-sections of the
intact cultures were stained with H & E. The HCE cells were
cultured in RA-free medium for 7 days after confluence and
then treated with 10-7M RA for up to a further 21 days. The ke-
ratin layer began to detach on the 1st day following treatment
(Fig. 2A), and progressively exfoliated on the 4th day (Fig. 2B).
On the 10th day, only 1- or 2 layers of basal cells remained (Fig.
2C). The epithelium eventually changed into columnar epithe-
lium with cilia (arrow heads) on the 21st day following RA treat-
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세포에 레티노익산을 처리 1일 후, cornifin-α mRNA는 
급격히 감소하였고, 4일 후에는 cornifin-α mRNA가 거
의 발현되지 않았다. 그러나 레티노익산이 없는 배양액에서 
cornifin-α mRNAs는 배양 기간과 관계없이 강하게 발현
되었다. 대조 유전자인 β-2M의 발현은 큰 변화를 보이지 
않았다(Fig. 4). 이는 레티노익산이 진주종 상피 세포가 
편평 세포로 분화하는 것을 억제시킨다는 사실을 말해준다. 
 
 각질화된 진주종 상피 세포에서 Mucin mRNA의 발현
에 미치는 레티노익산의 효과 
진주종 상피 세포에서 레티노익산이 점액 상피로의 분화에 
미치는 영향을 알아보기 위해 RT-PCR을 이용한 점액유전
자의 발현을 연구하였다. 사람 기도에서 대표적인 점액 유전
자인 MUC5AC와 MUC5B에 대해 그 발현을 알아보았다.14) 
레티노익산이 없는 배양에서는 MUC5AC와 MUC5B mRNA
가 배양기간과 관계없이 발현되지 않았다. 그러나 레티노
익산을 처리할 경우, 처리 10일 후에 MUC5AC와 MUC5B 
발현이 나타났으며, 시간이 지날수록 그 발현이 증가되었
다. 대조군 유전자인 β-2M의 발현은 실험 기간동안 변
화를 보이지 않았다(Fig. 5). 이는 레티노익산이 각질화된 
진주종 상피 세포 배양에서도 점막 상피로의 분화를 유도
할 수 있음을 보여준다. 
 
고     찰 
 
진주종은 대부분 고막이나 외이도의 편평 상피로부터 기
원한다고 알려져 있다. 고막의 함입, 기저세포의 과증식, 
천공을 통한 상피의 성장 등의 몇 가지 가설들이 진주종의 
편평 상피 세포 기원을 설명하는 이론으로 제시되고 있
다.15-17) 그러나, 중이 진주종의 병인은 아직 확실히 밝혀
져 있지 않다. 몇몇 연구자들은 진주종이 중이 점막의 이
Fig. 3. SEM image of human cholesteatoma epithelial cells on
the 21st day after retinoic acid treatment. Note that the apical
surface of the epithelium is covered with abundant cilia. 
Fig. 4. The time-dependent effects of retinoic acid (RA) treat-
ment on the expression of cornifin-α in human cholesteatoma 
epithelial (HCE) cells. HCE cells were cultured in RA-free me-
dium for 7 days after confluence, and then treated with 10-7M 
RA. The cornifin-α mRNA levels were measured by Northern 
blotting from total RNA isolated on the 1st, 4th, 10th and 21st day 
following the RA treatment. In the RA-treated group, the ex-
pression of cornifin-α mRNA was gradually suppressed in a time 
dependent manner. The control gene, β-2M, was not affected 




1 day           4day          10 day        21 day 
Fig. 5. Induction of mucin gene expression by retinoic acid (RA)
in human cholesteatoma epithelial (HCE) cells. The HCE cells
were cultured in RA-free media for 7 days after confluence, and
treated with 10-7M RA for up to 21 days. The total RNA was
isolated from the cultures at different time intervals, and the
MUC5AC and MUC5B mRNA levels determined by RT-PCR. The
expression of the MUC5AC and MUC5B could be detected on
the 10th day following RA-treatment and their expressions signi-
ficantly increased as a function of time. The control gene, β-2M













형성에 의해 발생할 수 있다고 보고하고 있다.18)19) 
진주종 상피 세포를 생체에서와 같이 각질 편평 상피세
포로 배양하는 것은 진주종의 병태생리를 연구하는데 있어
서 필수적이다. 이제까지의 진주종에 대한 연구는 대부분 
조직 배양(tissue culture)을 통해 이루어져 왔다.9)10) 그
러나 조직 배양은 이용할 수 있는 조직이 한정되어 있고, 
다른 세포 성분에 의해 오염되는 등의 단점이 있다. 따라
서 최근 몇몇 연구자들은 진주종의 연구에 있어 세포배양
(cell culture)을 이용하였다.11) 그러나 이들의 연구에서 
배양된 세포들은 각질세포의 형태학적인 특징은 있으나, 
생체내의 진주종과 같이 각질을 형성하지는 않았다. 
저자들은 이전의 연구에서, 레티노익산의 결핍이 사람 
중이 상피 세포에서 각질화된 편평 세포 분화를 유도한다는 
것을 보고하였고,8) 이는“이형성 가설(metaplasia theory)”
의 in vitro 증거로 생각된다. 이번 연구에서 저자들은 반대 
과정을 실험해보고자 하였다. 즉 저자들은 사람 진주종 상피 
세포에서 각질화된 편평 상피 세포로의 분화 유도를 시도
한 후, 레티노익산이 각질화된 편평 상피 세포의 점액 섬
모 세포 분화를 일으킬 수 있는지를 알아보고자 하였다. 
이 연구는 ALI 기술을 사용하여, 사람 진주종 상피 세
포로부터 각질층을 포함하는 중층 편평 상피 세포를 유도
하였다. 그러나 진주종 상피 세포를 배양액에 잠긴 상태로 
배양했을 때는 각질층을 형성하지 못하였고, 이는 배양액
이 각질층의 형성을 기계적으로 억제한 것으로 보인다. 진주
종 상피 세포 배양에 사용된 배양액은 이전의 중이 상피 세
포의 배양액과는 달랐다.7) 즉 레티노익산이 들어 있지 않
은 배양액을 사용하였고, bovine pituitary extracts(BPE)
도 약간의 레티노익산이 함유되었을 것으로 보고 배양액에 
첨가하지 않았다. 레티노익산이 없더라도 BPE가 들어있는 
배양액을 사용할 경우 진주종 상피 세포에서 각질층은 형성
되지 않았다. 또한, 예비 실험에서 진주종 상피 세포는 BPE
가 포함된 keratinocyte culture media에서도 각질화된 
편평 상피 세포로의 분화가 이루어지지 않았다. 이러한 현
상은 BPE에 들어 있는 소량의 레티노익산에 의해 진주종 
상피 세포의 각질화가 억제되었을 것으로 추측된다. 
다음으로 진주종 상피 세포가 레티노익산 처리 후 점액 
섬모 상피로 분화할 수 있는지를 실험하였다. 진주종 상피 
세포에 레티노익산 처리 후 편평 세포 분화의 표시 유전자
인 cornifin-α의 발현이 억제되었으며, 각질층이 사라지
는 것을 볼 수 있었다. 또한 점액 분비 유전자인 MUC5AC
와 MUC5B의 유도를 관찰할 수 있었고, 레티노익산 처리 
후 21일째 진주종 상피 세포가 섬모 세포로 분화되는 것
을 조직학적으로 확인할 수 있었다. 
이전의 연구에 의하면 chick embryo skin과 같은 배아 
조직1)이나 이형성된 기도 상피20)에서는 레티노익산 처리 
후 각질화된 편평 상피 세포가 점액 세포로 분화된다고 보고
하였다. 그러나 분화된 표피 각질 세포(adult type epidermal 
keratinocyte)가 점액 세포로 분화된다는 보고는 없었다. 
저자들은 레티노익산 처리 후 각질화된 사람 진주종 상피 
세포가 점액 섬모 세포로 분화하는 것을 보여주었다. 레티
노익산이 없는 배양액에서 사람 중이 상피 세포가 편평 세
포로 이형성되는 것을 보여준 이전의 저자들의 연구8)와 더
불어, 이는 중이 점막 세포로부터 진주종 상피 세포가 기
원할 수 있다는 하나의 증거가 될 것이다. 
요약하면 저자들은 ALI 기술과 레티노익산이 없는 배양
액을 이용하여 진주종 상피 세포를 각질화된 편평 상피 세
포로 성공적으로 분화시켰다. 또한 레티노익산을 처리할 
경우 분화된 진주종 상피 세포가 점액 섬모 세포로 분화됨
을 알 수 있었다. 
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